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วัตถุประสงค์หลักของงานวิจัยในครั้งนี้ เพื่อศกึษาความเป็นไปได้ในการใช้มันส าปะหลัง
และกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน ร่วมกับยีสตใ์ช้แล้วในอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน เพื่อผลิตตัวท าละลาย อะซิโตน บิวทานอลและเอทานอลด้วยกระบวนการหมักแบบกะ 
โดยใช้เชื้อ Clostridium acetobutylicum TISTR 1462 ทั้งนี้การทดลองท่ีใช้มันส าปะหลังเป็นแหล่ง
คาร์บอนนั้น ได้ศกึษาผลของการควบคุมค่า pH ที่แตกต่างกันในช่วง pH 4.5-6.5 ศึกษาผลของความ
เข้มข้นของแป้งมันส าปะหลังในช่วง 20-80 g/L และศึกษาผลของการใช้แหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนที่แตกต่างกนัต่อการผลิตตัวท าละลาย จากผลการทดลองพบว่า Cl. acetobutylicum 
TISTR 1462 สามารถใช้แป้งมันส าปะหลังในการผลิตตวัท าละลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ และ
เทียบเท่ากับการใช้กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน โดยการทดลองแบบกะที่ไม่มีการควบคุม pH 
สามารถผลิตตัวท าละลายท้ังหมด 14.33 g/L ซ่ึงให้ผลใกล้เคียงกับการผลิตโดยใช้กลูโคสที่ผลิตตัว
ท าละลายท้ังหมด 15.39 g/L นอกจากนี้ ยังพบว่าการใช้เอนไซม์ย่อยแป้งมันส าปะหลังก่อนน าไป
หมัก ซ่ึงท าให้ได้มอลโตสและกลูโคสเกิดขึ้นนัน้ ไม่ได้มีผลช่วยให้การผลิตตัวท าละลายเพิ่มขึน้ 
เมื่อเทียบกับการหมักที่ไม่ได้ย่อยดว้ยเอนไซม์ ขณะทีก่ารย่อยด้วยกรดก่อนน าไปหมกั พบว่าให้
ผลผลิตน้อยกว่าการย่อยด้วยเอนไซม ์ 19.4% ส่วนการทดลองท่ีมีการควบคุมค่า pH ในช่วงท่ีมีการ
ผลิตตัวท าละลาย พบว่าท่ี pH 5.5 มีการผลิตตัวท าละลายสูงสุด 20.08 g/L นอกจากนี้ยังพบว่าทีก่าร
ควบคุมค่า pH ที่สูงกว่า 6.0 ขึ้นไปจะมกีารผลิตกรดอินทรีย์เป็นส่วนใหญ่ และมีการผลิตตัวท า
ละลายเพียงเล็กน้อยเท่านั้น  และยังพบว่าการควบคุมค่า pH ที่ 5.25 มีการผลิตอะซิโตนสูงสุดถึง 
6.78 g/L ทั้งนี้การทดลองท่ีมีการควบคุม pH ให้ความเขม้ข้นสุดท้ายของตวัท าละลายสูงกว่าท่ีไม่มี
การควบคุมค่า pH ประมาณ 1.5 เท่า จากผลของความเข้มข้นของแป้งมันส าปะหลังท่ีใช้ในการ
ทดลองในช่วง 20-80 g/L พบว่าความเข้มข้นของแป้งมันส าปะหลังท่ี 60 g/L มีการผลิตตวัท าละลาย
สูงสุด คือ 14.33 g/L การใชค้วามเข้มข้นเริ่มต้นของแป้งมนัส าปะหลังท่ีต่ ากว่า 30 g/L จะท าให้เกดิ
การผลิตกรดอินทรีย์มากกว่าการผลิตตัวท าละลาย ส าหรับผลของการใช้แหล่งไนโตรเจนทีต่่างกัน
ในการผลิตตัวท าละลาย พบว่าการใช้ยีสต์สกดัจากยีสต์ทีใ่ช้แล้วในอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์เป็น
แหล่งไนโตรเจน ท าให้มีการผลิตตวัท าละลาย 18.46 g/L ซ่ึงใกล้เคียงกับไดก้ับการหมักทีใ่ช้ยีสต์
สกัดทางการค้า ซ่ึงผลิตตัวท าละลายได้ 20.86 g/L  
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กรณีทีใ่ช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั พบวา่เชื้อ Cl. acetobutylicum JCM 
7289 สามารถผลิตผลผลิตได้หลากหลาย เช่น บิวทานอล เอทานอล และอะซิโตน อย่างไรก็ตามกลี
เซอรอลบางส่วนยังสามารถถูกเปล่ียนไปเป็น 1,3 โพรเพนไดออล, กรดบวิทิริกและ กรดอะซิตกิ
ตามล าดับ โดยพบว่า การใชก้ลีเซอรอลที่ความเข้มข้นมากกว่า 40 g/L มีการผลิตตัวท าละลายเพียง 
5.92 g/L ซ่ึงน้อยกว่าการใชก้ลูโคส (13.85 g/L) ถึง 2 เท่า ทั้งนี้เนื่องจาก วิถีการเกิดกระบวนการ
สันดาปของกลีเซอรอลที่ท าให้เกิดการสร้างตัวท าละลายตวัอ่ืน เช่น 1, 3 โพรเพนไดออล เป็นต้น จึง
ส่งผลให้การผลิตของตัวท าละลาย อะซิโตน บวิทานอล และเอทานอลลดลง จากการศกึษาผลของ
ความเข้มข้นพบว่า ความเข้มข้นของกลีเซอรอลมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์และการผลิตตัวท า
ละลาย โดยการใชก้ลีเซอรอลที่ความเข้มข้นเริ่มต้นสูงกว่า 40 g/L เชื้อจะไม่สามารถใช้กลีเซอรอล
ได้หมด ยิ่งไปกว่านั้นการใช้กลีเซอรอลที่ความเข้มขน้สูงๆ จะมีผลท าให้ประสิทธิภาพในการใช้  
กลีเซอรอลลดลงอีกด้วย ทั้งนี้ยังพบว่าที่ความเข้มข้นเริ่มตน้ของกลีเซอรอลที่ 60 g/L หรือมากกว่า 
ส่งผลให้การเจริญเติบโตของเซลล์ลดน้อยลง  จากผลการพิจารณากระบวนการหมักที่มีการควบคุม 
pH สามารถสรุปได้ว่า ที่ pH 5.5 มีการผลิตตัวท าละลายสูงสุด คือ 11.66 g/L และกระบวนการหมัก
ที่มีการควบคุม pH สามารถผลิตตัวท าละลายได้มากกว่ากระบวนการหมักที่ไม่มกีารควบคุมค่า pH 
ส าหรับผลของการใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกันนัน้ สามารถสรุปได้ว่ากระบวนการหมกัโดยใช้
ยีสต์สกัดจากยีสต์ที่ใช้แล้วเป็นแหล่งไนโตรเจน มกีารผลิตตัวท าละลายเท่ากับ 10.34 g/L ซ่ึง
เทียบเท่ากับการใช้ยีสต์สกดัทางการค้าท่ีมีการผลิตตัวท าละลายเท่ากับ 11.66 g/L 
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ABE FERMENTATION/CLOSTRIDIUM ACETOBYTYLICUM/CASSAVA/ 
GLYCEROL  
 
 The main objective of this study was to demonstrate the feasibility of using 
cassava materials and glycerol as a carbon source supplemented with spent brewer’s 
yeast extract as a nitrogen source for acetone, butanol and ethanol (ABE) 
fermentation by Clostridium acetobutylicum TISTR 1462 in batch culture.  The 
solvents production was performed with different pH controlled strategies (pH 4.5-
6.5). The effects of cassava starch concentrations on the solvents production were 
investigated in the range of 20~80 g/L as well as the effects of different types of 
carbon sources and nitrogen sources. The results showed that Cl. acetobutylicum 
TISTR 1462 was capable of producing solvents efficiently from cassava materials, 
comparable to when glucose was used.  The batch experiment with uncontrolled pH 
of cassava starch resulted in 14.33 g/L of total solvents as compared with 15.39 g/L of 
total solvents when glucose was used. Moreover, it was found that enzymatic 
pretreatment of the gelatinized cassava starch yielding maltose and glucose prior to 
the fermentation did not improve solvents production as compared with direct 
fermentation of the gelatinized starch, while the lower solvents production (19.48 %) 
was observed when cassava materials was hydrolyzed with acid prior to the 
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fermentation. In the experiment with pH controlled during solventogenic phase, the 
highest total solvents production (20.08 g/L) was obtained with a controlled pH of 
5.5. At a controlled pH 6.0 or higher, the fermentation produced mainly organic acids 
with a small amount of solvents. It was also found that the highest acetone production 
(6.78 g/L) was obtained with a controlled pH 5.25. Using the appropriated pH control 
strategy, the final solvents concentration obtained was almost 1.5 times higher than 
that obtained under fermentation with uncontrolled pH. Within the range of cassava 
starch concentration investigated (20-80 g/L), the highest total solvents production 
(14.33 g/L) was obtained at 60 g/L initial cassava starch concentration. The 
fermentation performance using initial cassava concentrations lower than 30 g/L were 
acidogenic rather than solventogenic. For the effect of various nitrogen sources, it 
revealed that the fermentation performance using spent brewer’s yeast extract as a 
nitrogen source resulted in 18.46 g/L solvents production, comparable to that obtained 
in fermentation using commercial yeast extract (20.86 g/L). 
 
 
When glycerol was used as carbon substrate, Cl. acetobutylicum JCM 7289 
was able to produce relatively great variety of products including butanol, ethanol 
acetone; however, a varying fraction of glycerol was also converted to 1,3 
propanediol, butyric acid and acetic acid, respectively. More than 40 g/L glycerol was 
utilized, and only 5.92 g/L total solvents were produced, two times lower in 
concentration as when glucose was used as substrate (13.85 g/L). It could be due to its 
metabolic route that favors the formation of other solvents such as 1, 3 propanediol, 
diminishing the production of ABE. According to the result of glycerol 
concentrations, it had an effect on cell growth and solvents production. When initial 
glycerol concentration was higher than 40 g/L, residual glycerol was left at the end of 
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the fermentation. Moreover, the efficiency of glycerol utilization at high initial 
glycerol concentration was low. In addition, the initial concentration of glycerol at   
60 g/L or higher the cell growth rate was retarded. On the fermentation with 
controlled pH, the result revealed that the highest total solvents production (11.66 
g/L) was obtained with a controlled pH of 5.5. Furthermore, total solvents production 
with controlled pH was higher than that obtained in fermentation without controlled 
pH. Considering the effect of various nitrogen sources, it revealed that the 
fermentation performance using spent brewer’s yeast extract as a nitrogen source 
resulted in 10.81 g/L total solvents production, comparable to that obtained with 
fermentation using the commercial yeast extract (11.66 g/L). 
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